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Epreuve de séro-neutralisation « in ovo » 
appliquée au titrage des anticorps 
dans la maladie de Carré 
par J. FONTAINE (*) 
(Présenté par M. GoRET) 
Après son adaptation à l'embryon de poulet, le virus de 
CARRÉ, sous forme de souche avianisée, a permis d'envisager 
son application à un test de séro-neutralisation in ovo. CABASSo 
et Cox en 1949, puis BAKER, GoRHAM et LEADER en 1954, 
avaient déjà mis en évidence la possibilité de titrer les sérums 
immuns et hyperimmuns anti-virus de CARRÉ par séro­
neutralisa tion sur œuf. Plus récemment, en France, NICOL, 
GIRARD, CoRVAZIER, CHEYRoux et REcuLARD ont décrit des 
essais du même ordre. 
Les différents résultats obtenus par ces auteurs nous ont 
incité à reprendre cette étude en détail afin de mettre au 
point une technique de laboratoire d'un usage courant, plus 
pratique et moins onéreuse que l'épreuve classique de séro­
protection sur furets. 
1. - Matériel et méthode 
a) Œufs.
Toutes les opérations ont été réalisées sur tles œufs de 
Leghorn blanche, normalement développés et incubés neuf 
jours à 38°C, leur vitalité ayant été chaque fois contrôlée par 
mirage. 
h) Virus.
Le virus est représenté par une souche adaptée à l'œuf 
embryonné, de titre connu et conservée à - 70°C. Ce virus 
stock est constitué de la façon suivante : 
(") Nous tenons à exprimer nos remerciements à Mlle J. BUR&r. pour sa 
collaboration technique. 
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Des œufs, inoculés sur la membrane chorio-allantoïdienne 
avec une suspension virulente à 16 % sont récoltés après 
6 jours d'incubation à 35°C. Les membranes qui présentent 
alors un œdème généralisé avec lésions focales blanchâtres, 
à contours plus ou moins réguliers, d'aspect caractéristique, 
sont broyées puis réparties en ampoules de 1 ou 2 ml qui sont 
conservées au congélateur. Les lots sont en général de 50 à 
100 ampoules dont le titre est établi par inoculation à l'œuf 
de dilutions de virus de 10 en 10, faites en bouillon de viande, 
chaque dilution étant inoculée à 6 ou 10 œufs. 
La lecture de ces titrages représente une opération déli­
cate liée à la présence éventuelle de lésions sur la membrane 
chorio-allantoïdienne. En effet, ces lésions, très variables dans 
leur étendue, se réduisent dans certains cas à une ou deux 
formations de la dimension d'une tête d'épingle ou, dans 
d'autres cas, sont confluentes et occupent la presque totalité 
de la surface. 
Le tableau ci-dessous donne un exemple de titrage où 
nous avons noté : 
+ Membranes avec 1 ou 2 lésions focales limitées. 
++ Membranes avec lésions étendues. 
TABLEAU I 
Dilutions Œufs n° 
du virus 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
10-1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 0 ++ ++ ++ 
10-2 ++ ++ ++ ++ ++ +.+ ++ ++ ++ ++ 
lQ-3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + 0 
10-4 + + + + + + 0 0 0 0 
lQ-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
lQ-G 0 0 ·o 0 0 0 0 0 0 0 
Il convient d'utiliser pour la séro-neutralisation une con­
centration de virus donnant des lésions facilement décelables. 
L'inoculation de 100 DMI 50 à chaque œuf, dans l'épreuve 
de séro',..neutralisation, répond à cette exigence. 
c) Sérums.
Les sérums proviennent soit d'animaux saignés . avant 
et après hyperimmunisation, soit d'animaux saignés . .avant 
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et après vaccination. Ils sont obtenus par décantation et cen­
trifugation, puis conservés à - 20°C ou - 30°C. Chaque 
échantillon est chauffé 30 minutes à 56°C avant son utilisation. 
Il importe d'avoir toujours en stock un sérum hyperimmun 
de référence titré in ovo el in vivo. 
Il. - Technique 
La technique adoptée est celle à « virus constant et 
sérum variable » étant donné la nécessité, comme nous avons 
pu l'observer, de concentrer assez fortement le virus pour 
obtenir des lésions régulières. 
a) Dilutions de sérum.
Des dilutions de sérum, de raison géométrique 10, 4 ou 2, 
sont faites en bouillon de viande de façon à pouvoir exprimer 
les résultats en fonction des dilutions finales obtenues après 
le mélange sérum-virus. 
b) Préparation du virus. 
Une ampoule de virus stock est décongelée puis diluée 
en bouillon de viande pour en faire une suspension de 
1.000 DMl50 par millilitre. Cette suspension est centrifugée 
et le surnageant constitue la solution virulente à employer. 
c) Mélange sérum-virus.
Dilutions de sérum et suspension virulente sont mélan­
gées à parties égales-, ramenant ainsi la concentration finale 
de virus à 500 DMI5o par millilitre. L'ensemble est maintenu 
une heure à la température du laboratoire puis refroidi � 
+ 4°C pour être inoculé le plus rapidement possible. 
d) Inoculation et incubation. '.I 
Après désinfection, la coquille est perforée à la fraise en 
deux endroits différents en évitant de léser la membrane 
coquillère : au niveau du centre de la chambre à air, d'une 
part, et au-dessus d'une zone bien développée et peu irriguée 
de la membrane chorio-allantoïdienne, d'autre part. Le pour­
tour de· ces ouvertures est ensuite désinfecté à l'alcool iodfl� 
Puis, l'œuf étant placé sur un mireur, on perfore la meni-l 
brane coquillère au niv.eau de l'orifice pratiqué au-dessus de 
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la membrane chorio-allantoïdienne par où sont inoculés 
0,2 ml de mélange sérum-virus ; simultanément on exerce 
une légère dépression vers l'orifice de la chambre à air. 
6 à 8 œufs sont ainsi inoculés avec chaque dilution de sérum 
et sont ensuite mis à incuber à 35°C pendant 6 jours. 
Toute épreuve s'accompagne d'une série de témoins : 
- œufs inoculés avec sérum seul; 
- œufs inoculés avec virus seul ; 
- œufs inoculés avec mélange sérum de référence -
virus. 
e) Lecture.
L'incuhation terminée, les œufs sont mirés de façon à éli­
miner les embryons morts. En effet la mort peut être pro­
voquée aussi bien par les traumatismes que par l'infection 
virienne. Les membranes chorio-allantoïdiennes des œuf s 
vivants sont extraites et étalées sur des boîtes de Pétri qui, 
placées au-dessus d'une source lumineuse, permettent de 
rechercher les lésions focales caractéristiques. 
L'œdème est considéré comme une lésion non spéci­
fique ; en revanche, étant donné l'irrégularité du nombre et 
de l'étendue des lésions focales signalées précédemment, nous 
avons dû appliquer la loi du « tout ou rien » en considérant 
comme infectée toute membrane ayant ·1a moindre lésion 
focale caractéristique. 
f) Calculs.
Les titres sont calculés en appliquant la méthode de 
Rmm et MuENCH.
Ils correspondent au nombre d'unités protectrices 50 % 
contenues dans 0,2 ml de sérum. L'unité protectrice s'entend 
<le la quantité de sérum neutralisant la quantité de virus 
inoculé à l'œuf (100 DMiao). 
Ill. - Résultats 
Les résultats obtenus portent sur un certain nombre de 
sérums d'animaux vaccinés et hyperimmunisés et plus par­
ticulièrement sur un sérum de référence contrôlé à inter­
valles réguliers afin d'éprouver la qualité de cette technique. 
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Le tableau II et le graphique traduisent une partie de ces 
résultats. 
TABLEAU II 
Date de Lecture Titre du Sérum Date de Lecture Titre du Sérum 
1958 
12/III 
19/111 
2/IV 
9/IV 
16/IV 
23/IV 
30/IV 
6/V 
12/V 
20/V 
3.'7. ::[ 
.3.6 li 
î� ·� 
3,3 a 
3.2 w 3,1 cr 
10'3 .!:: 
2� t-
2,8 
2,7 2.6 
2,5 
2,4 
2,3 
2,2 
2.1 
102 1,9 
1.& 
1.7 1,6 
1,5 
1,4 
1.3 
1.2 
1.1 
101 
o.a 
s 
de Référence de Référence 
1()2,6 28/V 102,56 
102,s 11/VI 108 
102,0 18/VI 1{)2,85 
102,0 2/VII 102.1 
102,15 9/VII 1()2,84 
1()2,5 16/VII 1()2,47 
102,5 23/VII 1{)2,5 
102,66 30/VII 1{)2,6 
102,47 31/VII 1{)2,7 
1()2,25 24/IX 1{)2,85 
COURS(.5 DE. PRODUCTION DE.5 ANTICORPS NE.UTP.AllSANTS CHE.Z TROÎS 
ANiMAUX EN COURS D' HYPE.RiMMUNiSATÏON. ÉTABLÏE.S PAR TiTRAGE "iH ovo• 
Tf:MPS (nombre de jOlrs) 
ta 20 25 30 .35 40 
86 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 
IV. - Discussion 
La valeur de cette méthode appliquée à la séroneutrali­
sation du virus de CARRÉ peut être jugée en fonction des 
qualités suivantes : 
a) ·Fidélité. 
D'après le tableau II, nous voyons que pour 20 séro­
neutralisations successives, les titres extrêmes du sérum 
titre moyen, nous constatons que les oscillations des résultats 
sont à peine supérieures aux erreurs possibles du calcul 
de référence sont 102•25 et 103• Si nous prenons 102•6 comme 
statistique. 
D'autre part, le fait de préférer le calcul du titre 50 % 
à la recherche de 100 % d'inhibition accroît cette fidélité en 
rendant les résultats plus homogènes malgré l'obligation où 
nous nous sommes trouvés d'appliquer la loi du « tout ou 
rien ». 
Enfin, cette fidélité demeure assurée au cours d'épreuves 
avec des sérums inconnus en effectuant constamment et paral­
lèlement le titrage du sérum de référence déjà titré in ovo 
et in vivo. 
b) Sensibilité.
Les sérums normaux ont toujours révélé, avec cette 
méthode, un titre inférieur à 10°.6 tandis que les sérums 
immuns ont neutralisé le virus à des dilutions allant jusqu'à 
103•5• Toutes les valeurs intermédiaires peuvent être trouvées 
qui permettent ainsi, comme le montre le graphique, de 
tracer la cotirbe du taux d'anticorps chez un animal après 
vaccination ou en cours d'hyperimmunisation. 
Un facteur peut nuire à la sensibilité de ce test : la mor­
talité des embryons susceptible d'apparaître après de trop 
nombreux passages. Cet inconvénient est en partie réduit 
par l'utilisation du virus stock, évitant ainsi les passages 
successifs répétés. De plus, cette mortalité est encore consi­
dérablement diminuée en incubant à 35°C pendant 6 jours 
seulement. 
c) Commodité. Prix de revient.
L'ovoculture est devenue. une technique de laboratoire 
répandue qui, lorsqu'elle peut être appliquée, résout de nom-
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breux problèmes d'ordre technique, alliant l'élégance à la 
commodité. Dans le cas présent, elle permet d'éliminer le 
furet, animal cher, ainsi que les locaux et les cages qu'il 
nécessite. 
Conclusions 
La technique de séroneutralisation « in ovo » du virus 
de CARRÉ que nous venons de décrire semble pouvoir être 
considérée comme une méthode fidèle, suffisamment sensible 
et économique pour être appliquée couramment au labora­
toire. Elle permet ainsi l'étude suivie du taux d'anticorps 
chez les animaux vaccinés et hyperimmunisés et ouvre la 
voie aux enquêtes épidémiologiques. 
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